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La pr6sente invention concerne le domaine de la canc6rologie. Plus 
particulidrement, la presente invention a pour objet un proc6d6 de diagnostic du cancer 
du sein chez un patient humain par determination de la presence du facteur de 
croissance nerveux (NGF) dans un echantillon biologique issu de ce patient. 

5 Chez la femme, le cancer du sein est la premiere cause de mortality par cancer 

dans les pays industrialises. Le test disponible et utilise en depistage de masse pour le 
cancer du sein est une technique d'imagerie: la mammographie. Grace k cette 
technique, la mortality due aux cancers du sein a fortement diminue (30% de reduction 
de mortalite), ce qui souligne Pimportance du depistage des tumeurs en terme de sante 

10 publique. Neaiunoins, les techniques de depistage souffirent d'un certain nombre de 
handicaps. La mammographie n6cessite un materiel performant et du personnel qualifie 
ce qui est cotiteux dans le cadre d*un depistage de masse. Les cancers du sein se 
d6veloppent lentement, il est estime que la taille minimum d'une tumeur reperable par 
mammographie est de 1 am. Cette tumeur de petite taille presente cependant un passe 

15 evolutif de 8 ans en moyenne lors du diagnostic. L'etiologie du cancer du sein n'est pas 
bien definie. Des predispositions familiales ont 6te mise en evidence. L'age est le 
facteur de risque le plus important. Ainsi, le risque augmente de 0,5% par ann6e d'&ge 
dans les pays occidentaux. D'autres facteurs de risques sont connus tels que le nombre 
des grossesses et Page de la premiere grossesse, Pallaitement, Page de la puberte et de 

20 la menopause, les traitements oestrog6niques apr£s la survenue de la menopause, le 
stress et la nutrition. 

En pratique clinique, la caracterisation d'une tumeur en terme de malignite est 
realis£e apres sa decouverte par des methodes histologiques dans des laboratoires 
specialises. Un ensemble de parametres tels que la taille de la tumeur, son grade 

25 histopathologique, Pinflammation associee et Pinvasion ganglionnaire sont utilises 
pour decider de la therapeutique et pour estimer le pronostic de la maladie. 

Des marqueurs qui permettent de distinguer les cellules tumorales des cellules 
saines sont recherches et etudies depuis des annees pour le cancer du sein. Us 
permettraient de diagnostiquer precocement la maladie, d'en etablir le pronostic et la 

30 sensibilite au traitement, et d'en surveiller Involution. Jusqu'a present les marqueurs 
candidats qui ont ete identifies et etudies ont ete des oncogenes, des marqueurs 
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tissulaires et des marqueurs assoctes k l'angiog6nese on aux capacit6s m&astatiques de 
la tumeur. Actuellement les marqueurs de cancer du sein identifies servent 
principalement pour le suivi th6rapeutique. II n'existe pas de test biologique valide pour 
le diagnostic pr6coce, ni pour le d6pistage du cancer du sein. Seule la d6tection des 
5 r^cepteurs aux oestrogenes sur le tissu tumoral permet de determiner si les tumeurs 
seront ou non hormono-sensibles. 

Un nombre limits de marqueurs antigeniques, en particulier le CA 15-3 
(Basuyau, J. P., M. P. Blanc-Vincent, J. M. Bidart, A. Daver, L. Deneux, N. Eche, G. 
Gory-Delabaere, M. F. Pichon, and J. M. Riedinger. 2000. [Standards, Options and 
10 Recommendations (SOR) for tumor markers in breast cancer. SOR Working Group]. 
Bull Cancer. 87:723-37.) a et6 identify dans le cas des cellules mammaires 
canc6reuses. Ce marqueur est utilise en pratique courante pour le suivi des patientes, en : 
particulier pour la detection de r6cidive, mais en raison de sa faible sensibility il n'est v 
pas propose comme test de depistage ni de diagnostic. 
15 Depuis plusieurs annees des travaux portant sur les antigenes associes au cancel^ 

du sein ont et<§ developpes non pas pour rechercher des marqueiy^, mais pour , 
rechercher des cibles pour une immunotherapie. Ceux-ci vont de la mise en 6vidence. 
d'une immunity humorale contre les antigenes T/Tn (Springer, G. R 1997. 
Immunoreactive T and Tn epitopes in cancer diagnosis, prognosis, and immunotherapy. 
20 J Mol Med. 75:594-602.), jusqu'i la decouverte plus recente d'anticorps et de reponses 
des cellules T dirig&s contre p53 (Gnjatic, S., Z. Cai, M. Viguier, S. Chouaib, J. G. 
Guillet, and J. Choppin. 1998. Accumulation of the p53 protein allows recognition by 
human CTL of a wild-type p53 epitope presented by breast carcinomas and melanomas. 
J Immunol. 160:328-33) et HER-2/neu (Disis, M. L., and M. A. Cheever. 1997. HER- 
25 2/neu protein: a target for antigen-specific immunotherapy of human cancer. Adv 
Cancer Res. 71:343-71). 

Plus recernment, une serie de nouveaux antigenes potentiels a 6t6 mise en 
Evidence par Tapproche SEREX (serological expression cloning), reposant sur la 
construction de librairies d'ADNc de cellules tumorales et un screening par le serum 
30 autologue. Un screening serologique de librairie de cancer du sein a ainsi permis la 
mise en evidence de Pantigene INGJ (Jager, D., E. Stockert, M. J. Scanlan, A. O. Gure, 
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E. Jager, A. Knuth, L. J, Old, and Y. T. Chen. 1999. Cancer-testis antigens and ING1 
tumor suppressor gene product are breast cancer antigens: characterization of tissue- 
specific ING1 transcripts and ahomologue gene. Cancer Res. 59:6197-204.), puis d'un 
nouvel antigene de differentiation NY-BR-1, exprime selon les auteurs dans 80% des 
5 cancers du sein et induisant la production d'anticorps IgG chez les patientes (Jager, D., 
E. Stockert, A. O. Gure, M. J. Scanlan, J, Karbach, E. Jager, A. Knuth, L. J. Old, and Y. 
T. Chen. 2001. Identification of a tissue-specific putative transcription factor in breast 
tissue by serological screening of a breast cancer library. Cancer Res. 61:2055-61). Ce 
type d'approche, qui a principalement servi a la recherche de cibles potentiellement 
10 utilisables pour le developpement de vaccins, n'exclut pas a priori les antigenes 
presents dans le tissu normal (c'est le cas de NY-BR-l), ni ceux reconnus par un nombre 
limits de serums de patientes (2/14 pour ING1\ ils ne sont done pas exploitables pour 
une strategic de depistage ou de diagnostic precoce. Par la meme approche, d'autres 
antigenes induisant une reponse immunitaire humorale chez des patientes ont 6te 
15 signales comme NY-BR-62, NY-BR-85 et la proline D52. Ces antigenes seraient 
surexprimes respectivement dans 60%, 90% et 60% des cancers du sein (Scanlan, M. J., 
and D. Jager. 2001. Challenges to the development of antigen-specific breast cancer 
vaccines. Breast Cancer Res. 3:95-8.). 

Les phenomdnes moleculaires conduisant au developpement d'un cancer du sein 
20 impliquent des modifications de la structure et de r expression d'oncog&nes (tel que ras) 
et de g&nes suppresseurs de tumeurs comme p53. La croissance des cellules tumoral es 
dans la plupart des cancers du sein est dependante des hormones oestrogeniques 
((estradiol et progesterone) et de facteurs de croissance qui controlent la proliferation, la 
migration et Papoptose. Ces facteurs de croissance soit stimulent, soit inhibent la 
25 proliferation, migration et differentiation des cellules tumorales de mani&re a agir de 
concert pour favoriser la croissance du cancer et les metastases. Par exemple, les 
facteurs de croissance de type insuline, le facteur de croissance de transformation a 
(TGF-a) et les facteurs de croissance du fibroblaste (FGF) peuvent tous stimuler la 
proliferation des cellules du cancer du sein, tandis que Tinhibiteur du facteur de 
30 croissance derive du sein (MDGI) et le facteur de croissance de transformation p 
(TGF-p) inhibent leur croissance. 
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Descamps, S. et al. dans J. Biol. Chem., 276, 17864-17870, 2001, ont d6montr6 
que le facteur de croissance NGF, le premier facteur neurotrophique decouvert, est 
egalement un activateur puissant k la fois pour la survie et la proliferation des cellules 
du cancer du sein. 

5 Le NGF a ete isoie a Forigine pour sa capacite h stimuler tant la survie que la 

differentiation des neurones periph&iques, devenant plus tard P element archetype de la 
famille neurotrophique des polypeptides (Levi-Montalcini, R., 1987, Science, 4237, 
1 154-1162), Une fonction biologique majeure du NGF est le maintien et la survie des 
neurones post-mitotiques, ce qui fait de lui un candidal important pour le traitement des 
10 maladies neurodegeneratives. Outre son role dans le d6veloppement et le maintien des 
cellules neuronales, le NGF a 6galement des effets significatifs sur les cellules non 
neuronales. Ainsi, par exemple, il est un facteur de survie autocrine des lymphocytes B « 
(Torcia, M., et al., 1996, Cell, 85, 345-356). - 
Le NGF g^nere des signaux intracellulaires par interaction avec deux classes de r: 
15 recepteur de membrane : le produit proto-oncogenique de TrkA pMO^, qui possede 
une activity tyrosine kinase intrinseque, et un deuxieme recepteur, p75 NTR , qui * 
appartient a la famille des r6cepteurs du facteur de necrose tumorale (TNF). Dans les 
cellules du cancer du sein, il existe deux voies de signalisation distinctes activees par le 
NGF. L'effet mitog6nique necessite le recepteur pl40 trkA et la cascade MAP kinase, 
20 tandis que Peffet anti-apoptose depend du recepteur p75 NTR et de Pactivation en aval du 
facteur NF-kB (Descamps, S. et al., 2001, supra). Ainsi, pour le diagnostic du cancer 
du sein, certains auteurs se sont tourn6 vers la detection des r£cepteurs au NGF, comme 
par exemple dans la demande de brevet WO94/06935 qui decrit un proc6de de 
diagnostic d'un 6tat pr6cancereux ou canc£reux chez un patient par dosage de la 
25 quantity du recepteur p75 . 

L'effet biologique puissant du NGF sur les cellules du cancer du sein souleve 
egalement la question de sa distribution dans la glande mammaire et de son origine. On 
pense generalement que le NGF est produit par des cibles de P innervation sympathique 
et sensorielle, bien qu'il n'ait pas ete trouve dans la circulation sanguine (Bonini, S. et 
30 al ; 1996, Proa, Natl. Acad. Sci. USA, 93, 10955-10960). 

La demanderesse a maintenant mis en evidence de fa9on surprenante que les 
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cellules du cancer du sein produisent elles-mSmes du NGF, tandis que des cellules 

6pitheliales mammaires nonnales correspondantes n'en produisent pas, de sorte que le 

NGF peut etre utilise k titre de marqueur tumoral ou bien k titre de cible therapeutique. 
Ainsi, la presence invention a pour premier objet un proced6 de diagnostic du 
5 cancer du sein par determination de la presence de NGF dans des echantillons 

biologiques issus de patients suspectds d'etre atteints du cancer du sein, 

Le procede de Finvention permet done de diagnostiquer le cancer du sein par un 

test simple consistant a rechercher la presence de NGF dans un Schantillon biologique 

pr61ev6 d'un patient. La demanderesse a montre de fa9on inattendue que des cellules 
10 cancereuses produisaient du NGF, tandis que les cellules correspondantes non 

canc&reuses en 6taient incapables, corame cela sera mis en evidence de fatjon plus 

detailtee ci-apres. Ainsi, la determination de la presence de NGF dans Fechantillon 

permet de conclure k la pathologie recherchee, F absence de NGF permettant de 

conclure k Tabsence de pathologie. 
15 On entend par determination de la presence de NGF soit la detection directe du 

NGF, soit la culture de cellules sensibles au NGF, soit la detection de F ARNm du NGF 

dans Fechantillon biologique. 

La determination de la presence de NGF par detection directe du NGF constitue 

un mode de realisation particulier de Finvention. 
20 Par detection directe du NGF, on entend la mise en evidence du NGF lui-mSme 

dans Fechantillon biologique. 

La detection directe du NGF dans Fechantillon biologique peut etre mise en 

oeuvre par tout moyen connu de Fhomme du metier, comme par exemple par test 

immunologique ou par spectrometrie de masse, ce qui constitue un mode de realisation 
25 particulier de Finvention. 

Le test immunologique peut etre tout test largement connu de Fhomme du 

metier impliquant des reactions immunologiques, a savoir des reactions entre le NGF et 

un partenaire de liaison specifique du NGF. 

Les partenaires de liaison specifiques du NGF sont tout partenaire susceptible de 
30 se Her au NGF. A titre d'exemple, on peut citer les anticorps, les fractions d'anticorps 

et toute autre proteine capable de se lier au NGF. 
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Les anticorps partenaires de liaison sont soit des anticorps polyclonaux, soit des 
anticorps monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux peuvent etre obtemis par immunisation d'un animal 
avec du NGF, suivie de la recuperation des anticorps recherch6s sous forme purifiee, 
5 par pr&dvement du s6rum dudit animal, et separation desdits anticorps des autres 
constituants du serum, notamment par chromatographic d'affinite sur une colonne sur 
laquelle est fixee un antigene sp£cifiquement reconnu par les anticorps, notamment le 
NGF. 

Les anticorps monoclonaux peuvent 6tre obtenus par la technique des 

10 hybridomes dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, g£neralement une souris, (ou 
des cellules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) avec du NGF, dont les,-, 
lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps centre ledit antigene. Ces 
lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnes avec des cellules 
. 15 my61omateuses "immortelles" (murines dans Texemple) pour donner lieu a des ? 
hybridomes. A partir du melange h&erogene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors:-^ 
une selection des cellules capables de produire un anticorps particulier et de se 
multiplier ind6finiment. Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clone, chacun. 
conduisant k la production d r un anticorps monoclonal dont les propriet£s de 

20 reconnaissance vis-&-vis de l'antigene tumoral d'int£ret pourront etre testees par 
exemple en ELISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en 
immunofluorescence, ou a Taide d ! un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi 
s£lectionn6s, sont par la suite purifies notamment selon la technique de 
chromatographic d'affinit6 decrite ci-dessus. 

25 Des exemples d'anticorps anti-NGF sont connus et sont disponibles notamment 

dans le catalogue de R&D Systems. 

Les partenaires de liaison specifiques dti NGF seront alors marqu6s pour la 
revelation de la liaison NGF/partenaire de liaison et done pour la detection directe du 
NGF dans Pechantillon biologique. 

30 Par marquage des partenaires de liaison, on entend la fixation d'un marqueur 

capable de gen£rer directement ou indirectement un signal detectable. Une liste non 
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limitative de ces marqueurs consiste en : 

o les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorim6trie, 
fluorescence, luminescence, comme la p£roxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la a-galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
5 ©les chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants, 
« les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le 125 I, et 

les molecules fluorescentes telles que Palexa ou les phycocyanines. 

Des systdmes indirects peuvent etre aussi utilises, comme par exemple des 
ligands capables de r6agir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien 
10 connus de rhomme du metier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, 
sucre/lectine, polynucieotide/complementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le 
ligand qui porte Pagent de liaison. L* anti-ligand peut etre detectable directement par les 
marqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un 
15 ligand/anti-ligand. 

Ces syst&nes de detection indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, 
a une amplification du signal. Cette technique d' amplification du signal est bien connue 
de Phomme du metier, et Pon pourra se reporter aux demandes de brevet anterieures 
FR98/10084 ou WO-A-95/08000 de la demanderesse ou a Particle J. Histochem. 
20 Cytochem. 45 : 48 1 -491 , 1 997. 

Selon le type de marquage du conjugue utilise, Phomme du metier ajoutera des 
reactifs permettant la visualisation du marquage. 

A tire d'exemple de tests immunologiques tels que defmis ci-dessus, on peut 
citer les methodes « sandwich » telles qu'ELISA, IRMA et RIA, les methodes dites de 
25 competition et les methodes d'immunodetection directe comme Pimmunohistochimie, 
le Westem-blot et le Dot-blot. 

La spectrometrie de masse peut egalement etre utilis6e pour la detection directe 
du NGF dans Pechantillon biologique. Le principe de la spectrometrie est largement 
connu de Phomme du metier et est decrit par exemple dans Patterson, S., 2000, Mass 
30 spectrometry and proteomics. Physiological Genomics 2, 59-65. 

Dans le cas present, on fait passer Pechantillon biologique sur un support 




8 

d'immunocapture, comportant un des partenaires de liaison du NGF, par exemple un 
anticorps dirige contre le NGF. L'echantillon biologique ainsi traite est alors passe dans 
un spectrometre de masse et on compare le spectre obtenu avec celui du NGF. 

L^chantillon biologique utilise pour la detection directe du NGF, susceptible de 
5 contenir du NGF en tant que tel, peut §tre constitu6 par du fluide biologique ou un tissu 
provenant de la biopsie de la tumeur ou des metastases du patient considere. 

A titre de fluide biologique, on peut citer le sang, la moelle osseuse, le lait, le 
liquide c6phalo-rachidien, les urines et les epanchements. 

Pour la detection du NGF, le fluide biologique, qui constitue un mode de 
10 realisation particulier de Pinvention, peut n6cessiter un traitement particulier. En effet, 
le fluide biologique peut contenir le NGF en tant que tel, ou bien il peut contenir des 
cellules tumorales circulantes qui sont capables de s6creter le NGF. 

Ainsi, selon un mode de realisation de Pinvention, le fluide biologique est 
prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans le dit 
15 fluide. 

Le traitement du fluide pour isoler les cellules tumorales circulantes peut etre 
effectue par tri cellulaire dans un cytometre de flux, par enrichissement par billes 
magnetiques recouvertes d'anticorps specifiques, ou par toute autre m&hode 
d' enrichissement sp^cifique connue de Phomme du metier, 

20 Dans le cas du sang a titre de fluide biologique, les cellules peuvent Stre isolees 

grace a une technique de separation cellulaire sur Ficoll associ^e a une depletion des 
cellules sanguines utilisant des anticorps anti-CD45 couples a des billes magnetiques 
(Dynal Biotech ASA, Norvege). 

La detection directe du NGF peut alors etre effectuee directement a partir de 

25 cellules tumorales circulantes, par exemple en utilisant la methode de cytometric de 
flux telle que decrite dans Metezeau P, Ronot X, Le Noan-Merdrignac G, Ratinaud 
MH, La cytometrie en flux pour Tetude de la cellule normale ou pathologique (Tome I), 
Eds Medsi-MacGrawhill. 

Dans ces conditions, lesdites cellules circulantes sont traitees lors de leur culture 

30 dans des conditions permettant le blocage du NGF a Pinterieur desdites cellules. Un tel 
traitement est decrit par exemple dans Intracellular Flow Cytometry, Applied reagents 
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and Techniques, pp 1-21, BD Pharmingen. 

La detection du NGF se fait alors apres avoir rendu permeable la membrane des 
cellules pour faire rentrer les partenaires de liaison sp6cifique du NGF. 

La detection directe du NGF k partir des cellules circulantes peut 6galement etre 
5 effectuee k Paide du precede d6crit dans la demande de brevet FR02/03 136 d6posee par 
Tune des Demanderesses. 

La detection directe du NGF dans les cellules tumorales peut encore etre 
effectuee dans le milieu de culture desdites cellules apres les avoir cultiv6es dans des 
conditions telles qu'elles secr&ent du NGF. 
10 Ces conditions de culture sont des conditions classiques telles que 37°C sous 

atmosphere humide et a 5% de CO2. 

En revanche, s'agissant du tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 
metastases du patient k titre d' echantillon biologique, ce qui constitue un mode de 
realisation particulier de ^invention, la detection directe du NGF est effectuee 
15 directement sur les coupes obtenues, sans traitement prealable dudit tissu. 

Un autre mode de detection de la presence du NGF consiste en la culture, en 
presence de F echantillon biologique, de cellules sensibles au NGF, ce qui constitue un 
mode de realisation particulier de Tinvention. 

Dans ce cas, la detection de la presence du NGF dans un echantillon biologique 
20 est mise en evidence par la reaction des cellules sensibles au NGF. 

Par cellules sensibles au NGF, on entend toute cellule stimul6e en presence de 
NGF (croissance, apotose, etc.). 

A titre de cellules sensibles au NGF, on peut citer les cellules 
pheochromocytomes PC12 (Hondermarck H. et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., 
25 91:9377-81) et les cellules embryonnaires d'origine neuronale (Hattori A., et al., 1993, 
J. Biol. Chem., 268 :2577-2582). 

L' echantillon biologique que Ton peut utiliser pour la detection de la presence 
du NGF par culture de cellules sensibles au NGF peut etre tout echantillon tel que 
decrit precedemment, a Texception des tissus de biopsie. 
30 Ainsi, rechantillon biologique peut etre constitue de fluide biologique, le cas 

echeant prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes, elles-memes 
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pouvant ensuite 6tre cultivSes en conditions telles qu'elles s6cretent du NGF, comme 
d6crit pr6c£demment. 

Un autre mode de detection de la presence de NGF dans les 6chantillons 
biologiques consiste en la detection de PARNm du NGF dans ledit echantillon, ce qui 
5 constitue un autre mode de realisation de ^invention. 

La detection d'ARNm dans un 6chantillon liquide est largement connue de 
Thomme du metier. 

Elle peut par exemple etre mise en oeuvre par des reactions d'hybridation entre 
T ARNm cible et un acide nucleique capable de liaison avec l'ARNm cible. 

10 On entend par acide nucleique les oligonucleotides, les acides 

desoxyribonucleiques et les acides ribonucleiques, ainsi que leurs derives. 

Le terme « oligonucleotide » designe un enchamement d'au moins 2 nucleotides 
(d6soxyribonucleotides ou ribonucleotides, ou les deux), naturels ou modifies, 
susceptibles de s'hybrider, dans des conditions appropri^es d'hybridation, avec un 

15 oligonucleotide au moins partieilement compiementaire. Par nucleotide moc[ifie, on 
entend par exemple un nucleotide comportant une base modifiee et/ou compor^ant une 
modification au niveau de la liaison internucieotidique et/ou au niveau du squelette. A 
titre d'exemple de base modifiee, on peut citer l'inosine, la methyl-5.-desoxycytidine, la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2,6-purine et la bromo-5-desoxyuridine. 

20 Pour illustrer une liaison internucieotidique modifiee, on peut mentionner les liaisons 
phosphorothioate, N-alkylphosphoramidate, alkylphosphonate et alkylphosphodiester. 
Les alpha-oligonucieotides tels que ceux decrits dans FR-A-2 607 507, les LNA tels 
que phosphorothioate-LNA and 2-thio-LNA decrits dans Bioorganic & Medicinal 
Chemistry Letters, Volume 8, Issue 16, 18 August 1998 ,pages 2219-2222, et les PNA 

25 qui font l'objet de Particle de M Egholm et al., J. Am. Chem, Soc. (1992), 114, 1895- 
1897, sont des exemples d'oligonucleotides constitues de nucleotides dont le squelette 
est modifie. 

La revelation des reactions d'hybridation peut etre effectuee par marquage des 
acides nucieiques de liaison, comme illustre precedemment 
30 Avant hybridation avec 1'acide nucleique de liaison, l'ARNm cible peut etre 

amplifie, comme par exemple par RT-PCR ou par NASBA (Maleck, L., et al ;, 1994, 
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Methods in Molecular Biology, 28, ch 36, Ed P.G. Isaac, Humana Press, Inc., Totowa, 
NJ). 

L*6chantillon biologique que Ton peut utiliser pour la detection de la presence 
du NGF par detection d'ARNm du NGF peut etre tout echantillon tel que decrit 
5 pr6c6demment. 

Ainsi, Techantillon biologique peut etre constitue de tissu issu de biopsie de 
tumeur ou de metastase, ou bien de fluide biologique, le cas echeant pr6alablement 
traite pour isoler les cellules tumorales circulantes, comme decrit prec6demment. 

Le precede de Pinvention peut etre utilise tant pour le diagnostic precoce, que 
10 pour le depistage, le suivi therapeutique et le diagnostic des rechutes dans le cadre du 
cancer du sein puisque seules les cellules canc6reuses produisent du NGF. 

Ainsi, un autre objet de Pinvention consiste en l'utilisation du proc&le de 
Pinvention dans le diagnostic pr6coce, le depistage, le suivi therapeutique et le 
diagnostic des rechutes dans le cadre du cancer du sein. 
15 Outre un role de marqueur tumoral, le NGF peut egalement avoir un role de 

cible therapeutique. En effet, du fait de la specificite de production de NGF par les 
cellules du cancer du sein, tandis que les cellules normales n'en produisent pas, la 
proliferation tumorale peut etre bloquee par un partenaire de liaison du NGF susceptible 
de bloquer la proliferation cellulaire ou par un inhibiteur du NGF. 
20 Ainsi, la pr£sente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un partenaire 

de liaison du NGF susceptible de bloquer la proliferation des cellules du cancer du sein 
ou d*un inhibiteur du NGF pour la preparation d'un medicament utile pour bloquer 
cette proliferation tumorale chez les patients atteints du cancer du sein. 

Les partenaires de liaison specifiques appropries sont tels que definis 
25 precedemnient dans les tests immunologiques. 

Selon un mode de realisation particulier, le partenaire specifique susceptible de 
bloquer la proliferation de cellules de cancer du sein est un anticorps anti-NGF. 

A titre d'inhibiteur du NGF, on peut citer Pinhibiteur K-252a (Tapley, P., et aL, 
1992, Oncogene 7, 371-381). 
30 L'invention sera mieux comprise a Paide des exemples suivants donnes a titre 

illustratif et non limitatif, ainsi qu'a Paide des figures 1 & 3 annexees, sur lesquelles : 
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- la figure 1 A repr&ente un gel d'61ectrophor6se mettant en Evidence, apres RT-PCR, la 
s6cr6tion du NGF par les cellules canc&euses MCF-7, T47D, MDA-MB-231 et BT20 
et par les cellules de la glande submaxillaire k titre de t&noin, ainsi que P absence d'une 
telle s6cr6tion par les cellules normales NBEC (Normal Breast Epithelial Cells), 

5 -la figure IB repr6sente un gel d'dlectrophor&se mettant en evidence, apres 
immunoblotting, la secretion du NGF par les cellules canc&euses MCF-7, T47D, 
MDA-MB-231 et BT20 et par les cellules de la glande submaxillaire, ainsi que 
P absence d'une telle s6cr6tion par les cellules NBEC, 

-la figure 1C est un graphe dormant la quantite de NGF s6cr6tee en fonction des . 
10 cellules testes par ELISA, k savoir les cellules canc6reuses MCF-7, T47D, MDA-MB- 
23 1 et BT20, les cellules de la glande submaxillaire et les cellules NBEC, 

- la figure 2A repr6sente le schema experimental de coculture des cellules PCI 2 (1) se;, 
d6veloppant en presence de NGF et de cellules cancereuses (2), 

- la figure 2B est constitute de photographies repr6sentant la culture de cellules PCI 2 k j: 
15 titre de t6moin (photo 2), la differentiation des cellules PC 12 sous Pinfluence du NGF 

(photo 3), la coculture de cellules sensibles au NGF en presence de cellules cancereuses i 
MCF-7 (photo 4), la culture de cellules cancereuses MCF-7 en pr6sence d'un anticorps . . 
anti-NGF (photo 5), la culture de cellules cancereuses MCF-7 en presence de' 
Pinhibiteur K252a (photo 6), et la culture de cellules mammaires normales NBEC 
20 (photo 7) et 

- la figure 3A repr6sente un graphe montrant la croissance des cellules MCF-7 en 
nombre de cellules (10 4 cellules/disque de 35 mm) , soit sans agent de blocage de la 
proliferation tumorale a titre de temoin, soit en presence de Panticorps anti-NGF MAB- 
256, soit en presence de Pinhibiteur K-252a, 

25 - les figure 3B et 3C representant des graphes donnant le nombre de cellules MCF-7 en 
fonction de la dose de Panticorps MAB-256 (figure 3B) ou de la dose de Pinhibiteur K- 
252a (figure 3C). 

30 
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Bxemple 1 : Mise en Evidence de Pexpression du NGF dans des cellules du cancer 
du sein par RT-PCR 

1.1 Cellules test6es 

On a test6 4 lignees de cellules de cancer du sein humain, h savoir les cellules 
5 MCF-7, T47D, MDA-MB-231 et BT2G, obtenues aupres de la collection ATCC 
(Rockville, MD) sous les num6ros HTB-22, HTB-133, HTB-26 et HTB-29, 
respectivement 

Ces cellules ont 6t6 maintenues dans du milieu essentiel minimal (sel de Earle, 
BioWhittaker, Belgique) supplements avec de PHEPES 20 mM, 2 g/1 de bicarbonate de 

10 sodium, 2 mM de L-glutamine, 10% de s6rum de veau foetal (FCS), 100 unit6s/ml de 
penicilline-streptomycine, 50 jxg/ml de gentamycine, 1% d'acides amines non essentiels 
et 5 |ug/ml d'insuline. 

A titre de comparaison, on a teste des cellules 6pitheliales du sein normales 
(NBEC) obtenues aupres du Departement de Chirurgie Plastique de TUniversite 

15 M6dicale de Lille (Pr. Pellerin, France) qu'on a cultivees dans du milieu DMEM/F12 
(1/1) (BioWhittaker) contenant 5% de FCS, 10 Ul/ml d'insuline, 5 pM de Cortisol, 
2 ng/ml de EOF, 100 ng/ml de toxine de cholera, 100 ng/ml de p6nicilline et 45 \xg/ml 
de gentamycine (milieu Bl)* Lorsque les cellules ont approche la confluence, on les a 
placees dans le meme milieu, a ceci pres qu'on a reduit la concentration en calcium a 

20 20 ^iM 

On a Sgalement utilise les cellules de glande submaxillaire humaine obtenues a 
partir de rSsidus de dissection hospitaliers comme source connue de NGF. 

1 .2 RT-PCR 

On a isole TARN total des lignees de cellules canc6reuses, des cellules NBEC et 
25 de la glande submaxillaire humaine (20 mg de poids) en utilisant le kit Rneasy mini 
(Qiagen, France). On a mis en oeuvre la rupture et Phomogeneisation de la glande 
submaxillaire en utilisant un homog&ieisateur Rotor-Stator (Bribolyser, Hybaid). 

On a quantifie la quantite d'ARN extrait en mesurant l'absorbance k 260 nm et 
on a recherche la purete de l'ARN par le rapport d'absorbance a 260 nm et k 280 nm. 
30 On a confirme P absence de degradation de TARN par electrophorese de 1'ARN sur un 
gel d' agarose h 1,5% contenant du bromure d'ethidium. 
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On a r6alis6 la transcriptase inverse (RT) en ajout6 un melange r6actionnel 
contenant 2 g d'ARNm total purifie, IX tampon de reaction, 10 mM de DTT, 400 raM 
de dNTP chacun, 2,5 M d'oligo(dT), 40 unites de Rnasine et 200 unites de transcriptase 
inverse de virus de la leuc6mie murine Moloney k 25 ixl de volume r6actionnel total. 
5 Toutes les reactions ont 6t€ incubSes h 37°C pendant 1 h, puis inactiv6es k 95°C 
pendant 5 min. 

La PGR a ete mise en oeuvre sur les ADNc apr£s RT ou sur les 6chantillons 
d'ARN sans Petape de RT pour les contrfiles n£gatifs comme suit : 

A des tubes de PCR, on a ajoute 5 jxl de tampon PCR (200 mM de Tris-HCl, pH 
10 8,4, 500 mM KC1), 10 jal de 15 mM MgCl 2 , 1 ml de 10 mM dNTP mix, 1 jal d'ADNc 
ou d'ARNm total (pour le contrdle n6gatif), 1 |il de 50 mM des sondes pour le gene ngf 
indiqu^es ci-dessous, 1 \i\ de 2,5 unit6s/jal d'ADN polymerase Taq et de Peau jusqu'&'- 
un volume total de 50 \xl. * 
Sonde sens : 5 '-GACAGTGTCAGCGTGTGGGTT-3 * * 
15 Sonde antisens : 5'-CCCAACACCATCACCTCCTT-3' s. 

Les conditions de PCR etaient les suivantes : aprds traitement a 95°C pendant l * 
3 min pour denaturer PADNc, on a effectue 30 cycles a 94°C pendant 1 min, 57°C.< 
pendant 2 min et 72°C pendant 3 min. On a ensuite incub6 les tubes de PCR pour 
10 min supplementaires k 72°C pour P extension des fragments d'ADNc apres le cycle 
20 final. 

La visualisation du materiel amplifie sous lumiere UV par coloration au 
bromure d'ethidium apres Slectrophorese sur gel d'agarose est representee sur la figure 
1 A. Cette figure montre un produit de transcription du ngf de 74 pdb pour les cellules 
6pitheliales canc6reuses et les cellules de la giande submaxillaire (t6moin positif), alors 
25 que ce produit n'est pas detecte pour les cellules NBEC. 

Ce test permet done de mettre en evidence que les cellules canc&reuses s^cretent 
du NGF, tandis que les cellules 6pith61iales correspondantes non cancereuses n'en 
s6cretent pas. 



30 
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Exemple 2 : Mise en evidence de Texpression da NGF dans des cellules du cancer 
du. seja par Immunoblotting 

2.1 Cellules testees 

Les cellules testes sont celles indiquees dans le point 1.1 ci-dessus. 
5 2.2 Immunoblotting 

Les cellules subconfluentes, cultiv£es comme indique dans le point 1.1 ci- 
dessus, ont 6t6 rinc6es et placees dans un milieu sans serum contenant de la fibronectine 
et de la transferrine pendant 24 h. Apres les avoir privies de nutriments, les cellules ont 
et6 collectees par raclage dans du tampon PBS (solution saline tamponnSe au 
10 phosphate) et on les a soumises a une centrifiigation (lOOOxg, 5 min). 

On a traite le culot avec du tampon de lyse (10% SDS, 0,5% de p- 
mercapto&hanol, 0,5M Tris HC1 pH 6,8, 25% glycerol, 0,5%) et on a mis k bouillir 
5minal00°C. 

Apr6s centrifiigation (lOOOxg, 5min), on a recherche les proteines des 
1 5 surnageants en utilisant les tests de determination de prolines de Bio Rad. 

On a soumis k SDS-PAGE les lysats provenant de chaque ligaee cellulaire et de 
la glande submaxillaire, on les a transfer^ sur une membrane de nitrocellulose par 
electroblotting (200 mA, 45 min). 

On a ensuite teste chaque membrane avec un anticorps polyclonal de lapin anti- 
20 NGF (sc-548, Santa Cruz Biotechnology, Tebu, France) k 4°C toute la unit On a rince 
chaque membrane a trois reprises avec du tampon TBS-T, puis on les a incubSes k 
temperature ambiante pendant 2 h avec un anticorps anti-immunoglobuline de lapin 
coupte a la peroxydase de raifort (Molecular Probes). On a rinc6 chaque membrane a 
quatre reprises avec du tampon TBS-T et on a revele la reaction en utilisant le kit de 
25 chimioluminescence ECL (Amersham Pharmacia Biotech) avec le film AR X-Omat de 
Kodak. 

La-encore, comme represents sur la figure IB, du NGF a et6 d6tect6 avec les 
cellules canc6reuses et la glande submaxillaire (bande k 14 kDa), tandis que cette bande 
etait absente pour les cellules non canc6reuses. 
30 Ce resultat confirme celui de Texemple 1 . 
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Exemple 3 : Mise en Evidence de F expression du NGF dans des cellules du cancer 
du sein par ELISA 

3.1 Cellules testees 

Les cellules testes sont celles indiqu6es dans le point 1.1 ci-dessus. 
5 3.2 ELISA 

Pour ce test, on a utilise un test h deux sites pour du p-NGF humain. En r6sum6, 
on a revetu des immunoplaques de 1 pg/ml d'anticorps monoclonal de capture (R&D 
Systems, UK) dilu6 dans un tampon de dilution (0,1% BSA, 0,005% Tween 20 dans 
une solution saline tamponn6e au Tris pH 7,3). On a revetu les puits controles de la 
10 m6me quantity d'IgG de souris (R&D Systems). Chaque puits a re?u 100 pi de cette 
dilution et les plaques ont et6 scellees et incubees a la temperature ambiante, toute la 
nuit « 
On a lav6 les puits k trois reprises avec 400 pi de PBS, pH 7,4, contenant 0,05% 
de Tween 20. On a ensuite bloque les plaques a la temperature ambiante en utilisant l%sr 
15 de s&um albumine bovine, 5% de saccharose et 0,005% de NaN 3 dans le meme:; 
tampon. x 
Aprds 2h, on a lav6 chaque puits, on a applique des dilutions de produits: 
inconnus et standards dans un volume de 100 pi, et on a recouvert les plaques d'une 
bande adhesive et on les a incubees a temp6rature ambiante toute la nuit. 
20 On a utilise du p-NGF humain (R&D Systems) comme echantillon standard a 

raison de 0,25 k 8 ng/ml dans 100 pi du tampon de dilution. 

On a ensuite lav6 les plaques de fa9on extensive et on a ajout6 Tanticorps de 
detection IgG de chdvre specifique anti-p-NGF humain (BAF-256, R&D Systems) a 
raison de 50 ng/ml avant incubation pendant 2 h a temp6rature ambiante. 
25 Apres incubation, on a lave les immunoplaques a trois reprises avec du tampon 

de lavage et on a ajoute 100 pi de streptavidine/peroxydase de raifort pour une 
incubation de 20 min h la temperature ambiante. 

La reaction a commence par ajout de 100 pi d'une solution substrat pendant 
30 min d'incubation a la temperature ambiante et a Tobscurite. 
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Apr£s cette dur6e, on a ajoute 50 p,l d'une solution stop (H2SO4 1M) dans 
chaque puits. On a determine la density optique en 30 min en utilisant un ensemble de 
lecture de microplaque k 595 ou 450 nm. 

Les r6sultats de densite optique (moyenne de 3 tests independants) sont donnes 
5 sur la figure 1C. Hs mettent en Evidence un niveau similaire de NGF dans toutes les 
lign6es de cellules du cancer du sein testes. 
Exemple 4 : Culture de cellules sensibles au NGF 

Pour ce faire, on a cocultiv6 des cellules qui se dSveloppent en presence de 
NGF, a savoir les cellules PCI 2, avec des cellules de cancer du sein MCF-7, telles que 
10 d&rites dans le point 1 .1 ci-dessus, ou bien avec des cellules NBEC, telles que decrites 
dans le point 1.1 oi-dessus, k titre de t6moin. 

Les cellules PC12 ont et6 cultivees au pr&riable a 37°C dans une atmosphere a 
5% de C0 2 , dans du milieu essentiel minimal modifie de Dulbecco (DMEM) 
suppl&nente avec 3 g/l de bicarbonate de sodium, 4 mM de L-glutamine, 10% de serum 
15 de veau foetal, 5% de serum de cheval et 100 unites/ml de penicilline/streptomycine. 

La coculture a et6 r6alis6e avec des plaques de polycarbonate trait^e a la culture 
tissulaire Transwell® (12 mm de diametre et 12 |iim de taille de pore). Une p6riode 
d'equilibre initial a &6 observee en ajoutant les milieux au puits central de la plaque, 
puis a Tinsert du Transwell®, operation suivie d'une incubation a 37°C pendant 3 h. 
20 Les cellules PC 12 ont 6te ensemencSes dans des plaques k\2 puits revetues de 

collagene pendant 24 h pour assurer une fixation correcte aux plaques de culture. On a 
ensemenc6 les cellules MCF-7 ou NCBE a Tinterieur de l'insert du Transwell®, 
correspondant au compartiment sup6rieur dans le milieu complet pendant 24 h. 

Apr&s ce temps, on a rince chaque lignee cellulaire k trois reprises avec un 
25 milieu denue de serum et on les a incubees dans un milieu de retrait. Dans les 
experiences t6moins, le milieu a &e supplements avec du milieu contenant soit du 
NGF, soit un inhibiteur de T activity tyrosine kinase trk (K-252-a, Calbiochem, France), 
soit de Tanticorps monoclonal de souris anti-p-NGF humain (MAB-256, R&D 
Systems). 

30 La coculture a 6te rSalisee pendant 48h. Apres ce d61ai, les cellules PCI 2 ont ete 

fixees avec du methanol froid (-20°C) pendant 20 min, puis lavees avec une solution 
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saline tamponnSe au phosphate (PBS) avant assemblage avec des lamelles couvre-objet 
et du Glycergel (Dako, France). 

On a compte le pourcentage de cellules portant des neurites d6finies comme des 
cellules avec un ou plusieurs prolongeraents neuritiques ayant au moins deux fois la 
5 longueur du corps de la cellule. On a Sgalement pris des photomicrographies k Paide 
d'un microscope k contraste de phase supplements avec une camera digitale optique 
Olympus. 

Les r6sultats sont donnas sur la figure 2, sur laquelle : 

- la figure 2A montre le schema experimental ou 2 correspond aux cellules canc6reuses . 
10 ou non cancereuses et 1 correspond aux cellules PCI 2, 

- les photos 2 et 3 montrent la culture des cellules PC12 a titre de t6moin, 
respectivement sans NGF et en presence du NGF ou on observe alors un^ 
developpement de neurites du a la differentiation, 

- la photo 4, qui concerne la coculture des cellules MCF-7 et PC12, montre que les r 
15 cellules PCI 2 se sont differenciees apres 48 h de culture £ 

- la photo 5, qui concerne la coculture des cellules MCF-7 et PC12 en presence de, 
Panticorps anti-NGF, montre une inhibition forte de la differentiation des cellules 
PC12 du fait de Panticorps, 

- la photo 6, qui concerne la coculture des cellules MCF-7 et PC 12 en presence de 
20 Tinhibiteur K-252a, montre une inhibition forte de la differentiation des cellules PC12 

du fait de Tinhibiteur, et 

- la photo 7, qui concerne la coculture des cellules normales NBEC et PC 12, met en 
evidence Pabsence de differentiation des cellules PC12. 

Exemple 5: Influence d*un anticorps anti-NGF et d'un inhibteur 

25 pharmacologique sur la croissance des cellules cancereuses 

On a Studie Peffet de Panticorps de blocage MAB-256 (supra) et de Pinhibiteur 
K-252a sur la croissance des cellules MCF-7. Pour ce faire, on a ensemence les cellules 
a raison de 2xl0 4 cellules/ml dans des boites de 35 mm dans du milieu complet Aprds 
avoir atteint 40% de confluence, on a lav6 les cellules k deux reprises et on les a 

30 laiss6es sans nutriments dans un milieu denu6 de s6rum contenant de la fibronectine 
(2 ng/ml) et de transferrine (30 |Ag/ml) pendant 3 h. L'heure d'apres, on a remplace le 
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milieu par 2 ml du meme milieu contenant Finhibiteur K-252a ou P anticorps MAB-26 
k differentes concentrations afin d'&udier Peffet de Pinhibiteur phannacologique ou de 
Pirihibiteur de blocage sur le niveau basal de croissance. 

AprSs 24, 36, 48 et 72 h de traitement, on a determine le nombre de cellules 
5 apres trypsinisation de la culture monocouche avec une solution de 0,25% 
trypsine/EDTA en utilisant un hemocytom&re. 

On a 6galement utilise un anticorps monoclonal anti-mousse (A4700, SIGMA), 
c'est-a-dire non pertinent, pour determiner la specificity de V anticorps de blocage. 
Les r6sultats sont indiqu6s sur la figure 3 sur laquelle : 
10 - la figure 3 A montre que la croissance des cellules MCF-7 en milieu de base (carr6s) 
- . diminue en pr6sence d' anticorps (triangles) et d'inhibiteur (losanges), 
- les figures 3B et 3C montrent qu'il y a un effet dose de P anticorps et de Tinhibiteur, 
respectivement, sur Peffet prolif&ratif du NGF pour les cellules caixc6reuses. 
Le NGF peut done bien etre utilise a titre de cible th6rapeutique. 
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REVENDICATIONS 

1 . Procede de diagnostic in vitro du cancer du sein, caracterise en ce qu'il 
5 consiste k determiner la presence de NGF dans un echantillon biologique issu d'un 

patient suspecte d'etre atteint du cancer du sein. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la presence de NGF est 
mise en Evidence par detection directe du NGF dans ledit echantillon biologique. 

10 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la detection du NGF 
est mise en oeuvre par un test inununologique ou par spectrometrie de masse. 

4. Procede selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que ledit 
15 echantillon biologique est constitue de fluide biologique ou d'un tissu provenant de la 

biopsie de la tumeur ou de metastases. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que Techantillon 
biologique est constitu6 d'un tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 

20 metastases du patient. 

6. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que rechantillon 
biologique est constitue de fluide biologique. 

25 7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que le fluide biologique est 

prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans ledit 
fluide. 
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8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que les cellules tumorales 
circulantes sont ensuite cultivees en conditions telles qu'elles secrdtent du NGF. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de diagnostic in vitro du cancer du sein, caract6ris6 en ce qu'il 
5 consiste k determiner la presence de NGF dans un 6chantillon biologique issu d'un 

patient suspects d'etre atteint du cancer du sein. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la presence de NGF est 
mise en Evidence par detection directe du NGF dans ledit 6chantillon biologique. 

10 

3. Precede selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que la detection du NGF 
est mise en oeuvre par un test immunologique ou par spectrometrie de masse. 

4. Proced6 selon Pune des revendications 2 ou3 3 caract&ise en ce que ledit 
15 echantillon biologique est constitue de fluide biologique ou d'un tissu provenant de la 

biopsie de la tumeur ou de m6tastases. 

5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce que 1'echantillon 
biologique est constitu6 d'un tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 

20 metastases du patient. 

6. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce que 1'echantillon 
biologique est constitue de fluide biologique. 

25 7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que le fluide biologique est 

prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans ledit 
fluide. 

8. Precede selon la revendication 7, caracteris6 en ce que les cellules tumorales 
30 circulantes sont ensuite cultivees en conditions telles qu'elles secretent du NGF. 
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9. Procede selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que les cellules tumorales 
circulantes sont 6galement cultivees dans des conditions pennettant le blocage du NGF 
k Pint6rieur desdites cellules. 

5 10. Proc&te selon la revendication 1, caract&ise en ce que la detection de NGF 

est mise en evidence par culture, en presence dudit echantillon biologique, de cellules 
sensibles au NGF. 

11. Precede selon la revendication 10, caract6ris6 en ce que ledit echantillon 
1 0 biologique est constitu6 d 'un echantillon de fluide biologique. 

12 Proc6d6 selon la revendication 11, caracterisS en ce que le fluide biologique 
est pr6alablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans 
ledit fluide. 

15 

13. Procede selon la revendication 12, caracteris6 en ce que les cellules 
tumorales circulantes sont ensuite cultivees en conditions telles qu'elles secretent du 
NGF. 

20 14. Procede selon la revendication 1, caract&rise en ce que la detection de NGF 

est mise en evidence par detection de PARNm du NGF dans ledit echantillon 
biologique. 

15. Procede selon la revendication 14, caract&ise en ce que ledit echantillon 
25 biologique est constitue d'un echantillon de fluide biologique ou d'un tissu provenant 

de la biopsie de la tumeur ou des metastases du patient. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que P echantillon 
biologique est constitue d'un tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 

30 metastases du patient. 



9 
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9. Proc£d6 selon la revendication 8, caract£ris6 en ce que les cellules tumorales 
circulantes sont 6galement cultiv£es dans des conditions pennettant le blocage du NGF 
a Fint6rieur desdites cellules. 

5 10. Proc&i6 selon la revendication 1, caracterise en ce que la detection de NGF 

est mise en evidence par culture, en presence dudit echantillon biologique, de cellules 
sensibles au NGF. 

ll.Proc6de selon la revendication 10, caracterise en ce que ledit echantillon 
10 biologique est constitue d'un echantillon de fluide biologique. 

12 Procede selon la revendication 1 1, caracterise en ce que le fluide biologique 
est prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans 
ledit fluide. 

15 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que les cellules 
tumorales circulantes sont ensuite cultivees en conditions telles qu'elles s6cretent du 
NGF. 

20 14. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la detection de NGF 

est mise en evidence par detection de l'ARNm du NGF dans ledit echantillon 
biologique. 

15. Procede selon la revendication 14, caracteris6 en ce que ledit Echantillon 
25 biologique est constitue d'un echantillon de fluide biologique ou d'un tissu provenant 

de la biopsie de la tumeur ou des metastases du patient. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que T echantillon 
biologique est constitue d'un tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 

30 metastases du patient. 
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17. Precede selon la revendication 15, caract6rise en ce que I'Schantillon 
biologique est constitu6 de fluide biologique. 

18 Procede selon la revendication 17, caracterisS en ce que le fluide biologique 
5 est pr£alablement traits pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans 
ledit fluide. 

19. Utilisation du proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 18 
dans le diagnostic pnScoce, le depistage, le suivi th6rapeutique et le diagnostic des 

10 rechutes dans le cadre du cancer du sein. 

20. Utilisation d'un partenaire de liaison du NGF susceptible de bloquer la 
proliferation des cellules du cancer du sein ou d'un inhibiteur du NGF pour la 
preparation d'un medicament utile pour bloquer cette proliferation tumorale chez les 

15 patients atteints du cancer du sein. 

21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisS en ce que le partenaire de 
liaison du NGF est un anticorps anti-NGF. 
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17.Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que l'echantillon 
biologique est constitue de fluide biologique. 

18 Proced6 selon la revendication 17, caracterisS en ce que le fluide biologique 
5 est prealablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans 
ledit fluide. 

19. Utilisation du procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 18 
dans le diagnostic precoce, le depistage, le suivi th6rapeutique et le diagnostic des 
l o rechutes dans le cadre du cancer du sein. 



FiglA 




74 pb 



Fig IB 




3 

1 
8 



to 



14kDa 



FiglC 



0> 

f 

I 

g 



1,2" 
1 - 

0,8- 
0,6- 
0,4- 



0,2 



0 



MCF-7 T47D MDA- BT20 
MB-231 



NBEC giande 
sub 
maxillaire 



Figure 1 




Figure 2 



Fig 3 A 



Fig3B 




0 0,1 0,25 0,5 1 2 

dose MAB-256 (mg/mL) 



Fig3C 




0 t 1 j 1 r 1 

0 1 2,5 5 10 20 

dose K-252a (nM) 



Figure 3 




•ft 




r - ■ ■-- CI ttt •IllUT 

MAtlORALOC 



BREVET OTIWESCPM 
GEKT1F1COT D'UTIILIT£ 

Code de la propriete intellectueile - Uvre VI 



N° 11235 - 03 



IIIDttBTRtVLtl 

0£PARTEMENT DES BREVETS 
26 bis, rue de Saint Petersbourg 

O 04 53 04 Tefccopie : 33 (1) 42 94 86 54 



BESl©GOTi©M D T IIWEMTEUK(§) Page N° 1 . . / ? 

(A fournir dans le cas oil les demandeurs et 
ies inventeurs ne sont pas les mfemes personnes) 

Cet imprime est a remplir llsiblement a 1'encre noire 



OB 113©W/Z70601 



1 Vos references pour ce dossier (faculmtij) | NGFdose 



i M° D'lEMREGISTftEEflENT MATtOMAL 



TITRE DE LM INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

PROCEDE DE DOSAGE DU NGF POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO DU CANCER DU SE.N ET UTILISATION EN 
THERAPIE 



LE(S) DERHANDEUR(S) : 

- bioMerieux - Chemin de I'Orme, 69280 MARCY L'ETOILE, FRANCE 

- Universite des Sciences et Technologies de Lille - Laboratoire de Biologie du Developpement. 59655 VILLENEUVE 
D'ASCQ. FRANCE 



DESIGNE(NT) EM TAMT QU'INVEMTEUR(S) 





CHOQUET-KASTYLEVSKY | 


Prenoms 


Genevieve — 1 


Adresse 


Rue 


28 avenue du Bois 1 




Code postal et ville 


16 i9 i5 i0 i0 1 BRON J 


Societe d'app 






m Norn 


HONDERMARCK Jj 


Prenoms 


Hubert — 


Adresse 


Rue 


59 allee de Touraine 


Code postal et ville 


15 1 9 1 6 i5 1 0 1 VILLENEUVE D'ASCQ _J 








11 Nom 


DOLLg - 


Prenoms 


LAURENT 


Adresse 


Rue 


2/45 chemin des tisserands 
batiment tramontane 


Code postal et ville 


15 ,9 .6 15 iO 1 VILLENEUVE D'ASCQ 


Societe d'apj 


jartenance (facultatif) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs fdrmulaires. Indiquez en haut a drotte le N° de la page sutvt du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURES) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU RflANDATAIRE 
(Nom et qualrte du signataire) 

25 Octobre 2002 
Vaterie B1TAUD 
Ingenieur Brevets 
PG 10872 




La lot n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a I'informatique, auxfichiers et aux liberty s'appiique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concemant aupres de HNPL 



9 




IRVTttUT 
NATIONAL Ot 
LA FHOFBWTfl 
IHOUtTattlLC 



CEKTiFICAT DVTIILJrt 

Code de la propriete Intellectuelle - Livre VI 



H° 11235*03 



d£partement pes brevets 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecople : 33 (1) 42 94 86 54 



DESICCATION B'INVEWTEUK(S) Page N° ?. . / ?. 

(A fournir dans le cas oil les demandeurs et 
les Inventeurs ne sont pas les m§mes personnes) 



08 U3 0W/ 270601 



Vos references pour ce dossier (facultatif) 


NGFdose 


N° D'ENREGISTREMEWT NATIONAL 





TfTRE DE INVENTION (200 caracteres ou < 
PROCEDE DE DOSAGE DU NGF POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO DU CANCER DU SEIN ET UTILISATION EN 
THERAPIE 



LE(S) DESVIAWDEUK(S) : 

- bioMerieux - Chemin de 1'Orme, 69280 MARCY L'ETOILE, FRANCE 

- Universite des Sciences et Technologies de Lille - Laboratoire de Biologie du Developpement, 59655 VILLENEUVE 
D'ASCQ, FRANCE 



DESIGNE(NT) EH TAWT QU'INVENTEUR(S) : 



RP Norn 


ADRIAENSSENS 


Prenoms 


Eric 


Adresse 


Rue 


23 rue EmileZola 


Code postal et ville 


|5i9i2i2i7I SAULZOIR 


Societe d'appartenance (facultatif) 




Qi Norn 


EL-YAZIDI BELKOURA 


Prenoms 


Ikram 


Adresse 


Rue 


1 1 allee de la comSdie 


Code postal et ville 


15 .9 i6 i5 iO I VILLENEUVE D'ASCQ 


Societe d'appartenance (factdtalif) 




[H Nom 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


I I I I I I 


Societe d'appartenance (facultatif) 




S'il y a plus de trols inventeurs, utHisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 


DATE ET SIGNATURES) 
DU (DES) DEMAND EUR(S) 
OU DU WiANDATAIRE 
(Nom et qualrte du signataire) 

25 Octobre 2002 A lIlXZ^^ 
Valerie BITAUD 

lngenieur Brevets ! ^^--^^^ 
PG 10872 



La lol n°78-17 du 6 Janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concemant aupres de I'lNPL 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 



Ha LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 



□ SKEWED/SLANTED IMAGES 



□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 



□ GRAY SCALE DOCUMENTS 




